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Figure　2－1．2－DE　Gel　Profiles　of　Neutrophil　Proteins　fヒom　a　Healthy　Volunteer（A）and　a　Patient
with　Behge七’s　Disease（B）
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Figure　2－2．　2－DE　Gel　Profiles　of　Neutrophil　Proteins（Gel
　　　　　　　　　　Sections　of　Molecular　Mass　of　30－55　kDa　and
pl　of　4．8－6．2）from　Healthy　Volunteers（A，　B
and　C）and　from　Patients　with　Behget’s
Disease（D，　E　and　F）
　Circles　indicate　the　position　where　a　clear　protein　spot
was　observed　only　in　patients　with　Behget’s　disease．　Boxes
indicate　the　position　where　a　clear　protein　spot　was
observed　only　in　healthy　volunteers．
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2．相対分子量40kDaタンパク質の同定
　40kDaのタンパク質が，患者に特有のスポットとして検出されたことから，
この40kDaタンパク質を同定するために，　N末端側アミノ酸配列分析を行
うとともに既存のタンパク質のN末端側アミノ酸配列との相同性を検索した．
その結果，同定できなかったN末端側から9番目のアミノ酸を除いた16ア
ミノ酸残基の配列は，アクチンのN末端側44番目から59番目までのアミ
ノ酸残基の配列に100％一致した（Figure　2－3）．この結果から，40　kDa
タンパク質がアクチンのN末端側Met－44から始まる断片化アクチンである
ことが示された．一方，健常人のみに見られた53kDaのタンパク質は，　N末
端側がブロックされていたためか，N末端側アミノ酸配列分析によりアミノ
酸配列を決定できなかった．
3．イムノブロット分析
　40kDaタンパク質が，ベーチェット病患者において特徴的に表現されてい
るかを確認するためにアクチンのN末端側およびC末端側アミノ酸配列を
認識する特異抗体を用いたイムノブロット分析を行った．Figure　2－4にアク
チンのC末端側アミノ酸配列を認識する抗体を用いて検出した例を示した．
矢印はN末端アミノ酸がMet－44で始まる断片化アクチンの位置を示す．
この40kDaタンパク質は，ベーチェット病患者で強く検出された．一方，
データーは示していないがアクチンのN末端側配列を認識する抗体では，健
常人およびベーチェット病患者のいずれにおいても40kDaタンパク質は検
出されなかった．
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4②kDα　Protein
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Met－Vol－G『Ly－Met－Gly－Gln－Lys－Asp－xxx－Tyr－Vα1－Gly－Asp－Glu－A『Lα一Gln－
Actin
　－Pro－Arg－His－Gln－Gly－Vo1－Met－Vol－Gly－Met－Gly－Gln－Lys－Asp－Ser－Tyr－V（11－Gly－Asp－Glu－A1（1－Gln－
residue＃　　4②　　　　　　　　　　　　44
ミ
Figure　2－3．　N－terminal　Amino　Acid　Sequence　of　40　kDa　Protein　and　the　Partial　Amino　Acid
　　　　　　　　　　　Sequence　of　Actin
＜←
1　　2　3　4　　5　　6
Figure　2－4．　Detection　of　the　Truncated　Actin　in
　　　　　　　　　　　　Neutrophils　from　Patients　with　Behget’s
　　　　　　　　　　　　Disease　and　Healthy　Volunteers　by
　　　　　　　　　　　　Immunoblot　Analysis　Using　an　Antibody　to
　　　　　　　　　　　　the　C－terminus　of　Actin
　　　　　　　　　　　　　　Actin（43　kDa）1，　patients　with　Behcet’s　Disease　2，3
　　　　　　　　　　　　and　4，　and　healthy　volunteers　5　and　6．　Arrow　indicates
　　　　　　　　　　　　the　truncated　actin（40　kDa）with　an　N－termi皿s　of
　　　　　　　　　　　　Met－44．
18
第4節　考　察
　走化性，食食，活性酸素産生など好中球の様々な機能についてベーチェット
病患者ではその機能が元進していることおよび患者の病変部位には好中球が浸
潤していることが知られている．8－1°・27）ベーチェット病患者における好中球機
能の元進はタンパク質の発現変化を伴っている可能性があることから，患者と
健常人で異なって発現している好中球タンパク質を高分解能2－DEで解析し
た（Figure　2－1）．2－DEで検出されている患者好中球のタンパク質は，おお
むね健常人からも検出された（Figure　2－2）．しかしながら，患者と健常人の
好中球で異なって表現されているタンパク質のいくつかが，相対分子量30－55
kDa，等電点pl　4．8－6．2のゲルセクションで検出された．特に，40　kDaタ
ンパク質は患者好中球のみで明確なスポットとして検出され，健常人からは不
鮮明なスポットとして検出された（Figure　2－2）．そこで，患者好中球におけ
る40kDaタンパク質の高レベルの発現とこの疾患との関係を調べるために，
まず，そのN末端側アミノ酸配列を決定した．その結果40kDaタンパク質
はFigure　2－3に示すようにアクチンのN末端側Met－44から始まる断片化
アクチンであることが同定された．40kDaタンパク質の過剰発現が患者特異
的であることはアクチンのC末端側配列を認識する抗体を用いたイムノブロ
ット分析で確認した（Figure　2－4）．
　アクチンは細胞骨格の主要成分であり細胞の成長や細胞分裂また貧食や走化
性など多くの細胞機i能のプロセスにおいて重要な役割を果たしている．28－3°）ま
た，種々のプロテアーゼによるアクチンの分解産物は，その重合能が異なるこ
とが報告されている．31－33）ズブチリシンによるアクチンのMet－47とGly－48
間の切断から生じるC末端側36kDaタンパク質は，重合するがその重合速
度は遅く，また重合に至る臨界濃度は，完全なアクチンの臨海濃度に比較して
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高濃度である．31）一方，E．　co1∫由来のプロテアーゼによるアクチンのGly－42
とVa1－43間の切断から生じるC末端側36　kDaタンパク質は，一部アク
チンと共沈するが，その多くは共沈せず超遠心分離後の上清画分にあることが
明らかにされている．33）これらの知見からアクチンのN末端側Met－44から
始まる断片化アクチンの増加は，ベーチェット病患者好中球の機能に影響を与
えることが考えられた．その詳細な役割とアクチンのN末端側Va1－43と
Met－44間が開裂するメカニズムは，ベーチェット病の病因・病態を理解する
上で重要である可能性があり，さらなる検討が必要であると考えられた．
　また，以上の知見よりアクチンのN末端Met－44から始まる断片化アクチ
ンは，ベーチェット病患者好中球の病態を反映する可能性のあるタンパク質で
あると考えられた．この断片化アクチンの増加は，ベーチェット病患者好中球
でアクチンのN末端側Va1－43とMet－44を部分限定分解する新規エンド
プロテアーゼの存在または既知プロテアーゼの活性化を示唆した．そこで，次
にこのエンドプロテアーゼを明らかにすることを試みた．
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第3章　ベーチェット病患者好中球で特徴的に検出される断
　　　　　　片化アクチンの生成に関わるプロテアーゼ34）
第1節　緒　言
　アクチンは，細胞骨格を形成する重要な成分であり，細胞の形態を維持する
ばかりでなく，細胞外からのシグナルに応答してダイナミックに変化しており，
その重合・脱重合による再構築35・36）は，細胞の運動，接着，形態変化，分裂
など細胞の基本活動において重要な役割を担っていることが知られている．37）
また，哺乳動物は多数のアクチン遺伝子を持ち，組織特異的に6種類のアク
チンを発現している（Figure　3－1）．38－40）これら6種類のアクチンは，374か
ら376残基のアミノ酸からなり，等電点の差からα，β，γに大別される．
しかし，その構造，基本性質はウサギ骨格筋アクチン（α一アクチン）と大差
がない．また，アクチンは，ATPとCaイオンを1当量ずつ結合していて，
分子量は約42，400である．アクチンは，低イオン強度下でモノマー（G一ア
クチン），中程度イオン強度下でポリマー（F一アクチン，アクチン繊維）と
なる．Figure　3－1に示すアクチンの1次構造のC末端側アミノ酸配列はよ
く保存されているが，それぞれN末端側の酸性残基クラスターの構造には特
徴があり，これが等電点の差となっていると考えられている．また，N末端側
の酸性残基クラスターはアクチン結合蛋白質（デパクチン，ゲルゾリン等41－
43））の結合部位であることが明らかにされている．44）したがって，β一アク
チンのN末端側Asp－2からVal－43までの42アミノ酸残基を欠く断片化
アクチンがベーチェット病患者の病因・病態を反映する可能性を考え，第3章
では，その断片化アクチンの生成に関わる患者好中球のプロテアーゼを検索し
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た．Table　3－1に示すように好中球中には多くのプロテアーゼを含む穎粒が存
在する．これらの穎粒は細胞質に出現する順番から，ペルオキシダーゼ，ディ
フェンシン等を含みアズール色素染色陽性であるアズール（1次）穎粒，そ
れに続きペルオキシダーゼは含まないがラクトフェリン，金属イオン依存性プ
ロテアーゼであるコラゲナーゼ等を含む特異（2次）穎粒，さらにゼラチナー
ゼ，アセチルトランスフェラーゼ等を含むゼラチナーゼ（3次）穎粒と名づけ
られている．45）しかしながら，断片化アクチンの生成に関しては，ベーチェッ
ト病患者特有の新規エンドプロテアーゼの存在も考えられたことから，まずア
クチンのN末端側Pro－38からAsp－51までの部分アミノ酸配列ペプチド
（14アミノ酸残基）をその部分限定分解に対するプロテアーゼの基質として合
成した．本来のタンパク質を基質としたプロテアーゼ消化実験においては，多
くの消化産物が生成される可能性があり，煩雑な分離分析と多くの時間を費や
す必要があったものの，分子量が2，000程度のペプチドを基質とすることで
C、8逆相カラムを用いた高速液体クロマトグラフィー（HPLC）分析を用いた
分離分析が可能となる．C、8逆相カラムを用いたHPLC分析は，簡便迅速で
あるほかに，その再現性と分離能の良さからペプチドの分解状況を分析できる
利点がある．
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LDEDETTALvCDNGSGLvKAGFAGDDAPRAvFPSIVGRPRHQGVMvGMGΩKDSYvGDEAQS
2．DDεE
3．EEEDS　　　　　　　　　　C
4．－EEE　　　　　　　　　　C
5．－DDDIA　　　V　　　　　MC　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C
6．－EEEIA　　　I　　　　ト｛c　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　80　　　　　　　　　　　　　　　　 100　　　　　　　　　　　　　　　　120
LKRG工LTLKYPIEHGIITNWDDMEKエWH｝｛TFYNELRVAPEEHPTLLTEAPLNPKANREKMT
2．
3．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S
4．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S
5．　　　　　　　　　　　　V　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V
6。　　　　　　　　　　　　　V　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　V
　　　　　　　　　　　　　　　　　　140　　　　　　　　　　　　　　　　160　　　　　　　　　　　　　　　　180
1．QlMFETFNVPAMYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLD．SGDGVTHNVP工YEGYALPHAIMRLDL
2．
3．
4．
5．　　　　　　　T　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M　　　　　　　T　　　　　　　　　　　L
6．　　　　　　T　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図　　　　　　T　　　　　　　　　　　L
　　　　　　　　　　　　　　　　　　200　　　　　　　　　　　　　　　　220　　　　　　　　　　　　　　　　240
LAGRDLTDYLMKILTERGYSFVTTAERE工VRDIK（）KLCYVALDFENEMATAASSSSLEKSY
2．
3．
4．
5．　　　　　　　　　　　　　　　T　　　　　　　　　　　　　　　　　Q
6．　　　　　　　　　　　　　　T　　　　　　　　　　　　　　　　Q
　　　　　　　　　　　　　　　　　　260　　　　　　　　　　　　　　　　280　　　　　　　　　　　　　　　　300
LELPDGEVITIGNERFRCPETLFgPSFIGMESAGIHETTYNS工MKCDIDIRKDLYAN㎜S
2．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T　　　　　　　　　　　　　　　　L
3．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lr　　　　　　　　　　　　　　　　L
4．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T　　　　　　　　　　　　　　　　　L
5．　　6 　　　 TL
　　　　　　　　　　　　　　　　　320　　　　　　　　　　　　　　　　　 340　　　　　　　　　　　　　　　　360
LGGTTMYPGTADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPE：RKYSVWIGGSILASLSTFQQ暦wlTKQ
2．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S
3．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S
4．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S
5、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S
6．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S
　　　　　　　　　　　　　375
LEYDEAGPSIVHRKCF
2．
3．
4．
5．　　　S
6．　　　S
Figure　3－1．　Comparison　of　Amino　Acid　Sequences　of
Actins38’40）
　　skeletal　muscle　actin（α．actin），1；cardiac　actin，2；
blood　vessel　actin，3；gastric　actin，4；cytoplasmic　B－actin，
5；cytoPlasmic　γ一actin，6．　Amino　acid　sequences
differed　from　those　of　skeletal　muscle　actin　were
indicated．
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Table　3－1．　Classification　of　Granules　in　Neutrophils　45）
azurophilic｛primary）granulgs　　　　　　　specific（secondary）granules　　　　　　　gelatinase（tertiary》granulgs
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　β一glycerophosphatase　　　　　　　　　　　　　　　collagenase　　　　　　　　　　　　　　　　　acethyltransferase
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　β一glucuronidase　　　　　　　　　　　　　　　　　gelatinase　　　　　　　　　　　　　　　　　　　gelatinase
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cathepsin　　　　　　　　　　　　　　　　　　histaminase　　　　　　　　　　　　　　　　　　lysozyme
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　defensins　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　heparinase
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　elastase　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lactoferrin
　　　　　　　　　　　　　　　　　　myeloperoxidase（MPO）　　　　　　　　　　　　　　　lysozyme
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　proteinase　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　sialidase
トo　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　sialidase
±　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lysozyme
Peroxidase－positive（azurophilic　or　primary）granules　are　characterized　by　the　content　of　MPO　and　may　be　further　divided
based　on　theircontent　of　defensins　into　the　larger，　defensin－rich　granules　and　the　smallerdefensin－poor　granules．　The
peroxidase¶egative　granules　may　be　dMded　into　specifにくsecondary）granules　and　gelatinase（tertiary）granules　on　the　basis
of　their　relative　content　of　lactoferrin　and　gelatinase．　All　granUles　contain　lysozyme．
第2節　実験材料および方法
1．材　料
　基質ペプチドとしたアクチンのN末端側PrO－38からAsp－51までの部
分アミノ酸配列ペプチド（Pro－Arg－His－Gln－Gly－Val－Met－Va1－Gly－Met－
Gly－Gln－Lys－Asp）とそのN末端側ペプチド（Pro－Arg－His－Gln－Gly－Val）
およびC末端側ペプチド（Met－Val－Gly－Met－Gly－Gln－Lys－Asp）はペプチ
ドシンセサイザー（MilliGen9050，　Millipor社製）で合成し，後述のHPLCシ
ステムで精製して用いた．プロテアーゼインヒビターは，セリンプロテアーゼ
インヒビターとして4－（2－aminoethyl）－benzenesulfonylfluoride（AEBSF），
（Calbiochem－Novabiochem社製），システインプロテアーゼインヒビタ
ー として　L一亡rans－epoxysucciny1－leucylamido－（4－guanidino）butane
（E－64），（Calbiochem－Novabiochem社製），メタロプロテアーゼインヒビタ
ー として金属キレート剤のethylenediaminetetraacetic　acid（EDTA），
（Calbiochem－Novabiochem社製），　PMN一工ラスターゼインヒビターとして
N－methoxysuccinyl－Ala－Ala－Pro－Val　chloromethylketone（CMK，　Sigma
社製）を各々最終濃度が0．1mM，10μM，10　mMおよび0．3　mMとなるよ
う調製して用いた．プロテアーゼは，カテプシンーGおよびPMN一エラスター
ゼをElastin　Products　Co．より購入して用いた．その他注釈のない試薬につ
いては，HPLCグレードまたは，入手可能な最上のグレードをSigma社ま
たはナカライテスク社から購入して使用した．
2．ヒト好中球の分離
　ヒト好中球の分離は，第2章と同様に末梢血よりFicoll－Paqueを用いた
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比重遠心分離法により得た．
3．好中球細胞質画分の調製
　好中球をMilliQ　water（Millipor社製）を用いて細胞濃度を1．0×105個／
μLに調整した後，液体窒素による凍結融解を3回繰り返した．その凍結融
解溶液を，遠心分離（18，000×g，10min，4℃）して，その上清をペプチド
消化に用いる好中球細胞質画分として使用した．
4．細胞質画分によるペプチド分解の分析
　プロテアーゼインヒビターを添加した細胞質画分または無添加の細胞質画分
20μL　（2．0×106cells由来）に，5nM基質ペプチド20μLと20　mM
Tris－HCI（pH7．6）溶液10μLを混和する．ペプチドの分解は，好中球細胞
質画分20μLを加えて，30℃で60分間インキュベーションすることに
より行い，その後5分間煮沸して反応を止める．その後，反応液に内部標準
物質（スリンダク，Sigma社製）250　ngを加え，遠心分離（18，000×g，10
min，4℃）して，その上清を分取した．その上清を減圧遠心エバボレーター
（Sakuma社製，　EG－57CS）により溶媒を留去し，後述の’HPLC条件の初期
移動相50μLに再溶解した．その試料の一定量をHPLCで分析した．クロ
マトグラム上の各ペプチドピークフラクションは，分取後減圧遠心エバボレー
ターによって溶媒流去して濃縮した後，アミノ酸配列分析（protein　sequencer，
Model　473　A，　Perkin　Elmer社製）を行って，標準品のアミノ酸配列と比較
した．
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5．HPLC装置および条件
　装置は，Shirnadzu　LC－6A　high－performance　liquid　chromatography
（Shimadzu社製）とUV検出器（SPD－6　AV，　Shimadzu社製）にシステム
コントローラー（SCL－6A，　Shimadzu社製）とデータ解析装置Chromatopac
（C－R4A，　Shimadzu社製）を用いてペプチド分解の分析に用いた．検出器は，
測定波長を215nmに設定して用いた．分離カラムはCosmosi1－Packed
Column　5C18（4．6　mm×150　mm，ナカライテスク社製）を室温で用いた．移
動相は，0．1％トリフルオロ酢酸（TFA）水溶液と0．1％TFAアセトニト
リル溶液の混合溶液を用いた．混合比は，システムコントローラーを用いて
0．1％TFAアセトニトリル溶液を25分間で5％から45％濃度とする
リニアグラジェントを行った後，5分間，5％定濃度とした．流量は，1
rnL／minの定流量で行った．測定結果は，データ解析装置Chromatopacで
解析した．移動相は，測定前に0．45μmのフィルターで精製後，減圧下脱気
してHPLCに用いた．
6．PMN一エラスターゼによるアクチン分解産物のSDS－PAGE分析
　0．5mg／mLアクチン溶液は，　G一緩衝液（0．2mM　ATP，0．2mM　CaCl2，0．2
mM　DTT含有2rnM　Tris－HCI，pH　7．6）で調製した．アクチンのPMN一エ
ラスターゼ消化は，アクチン溶液にPMN一エラスターゼ溶液（1　mg
protein／mL）を2μL添加し，30℃で3時間インキュベーションするこ
とにより行った．反応溶液を5分間煮沸するか，100mM　CMKを添加する
ことで反応を止めた．その試料の一定量をLaemrnli26）らの方法によって作製
した10％ポリアクリルアミドゲル（90rnm×80　mm厚さ1mm）上で，20
mA，90分間，電気泳動を行った．断片化アクチンは，　CBB染色によって検
　　　　　　　　　　　　　　　　27
出した．
7．N末端側アミノ酸配列分析
　N末端側アミノ酸配列分析は，SDS－PAGEを行ったゲルをMatsudaira25）
の方法にしたがってPVDF膜（Amersham社製）に転写し，　CBB染色で断
片化アクチン部分を確認した後，PVDF膜をよく洗浄して自動分析装置
（protein　sequencer，　Model　473　A，　Perkin　Elmer社製）を用いて行った．
第3節　結　果
1．好中球細胞質画分による基質ペプチドの消化とその消化産物のHPLC分析
　Figure　3－2に示した標品ペプチドは，　Figure　3－3　Aに示すように30分
間のHPLC分析でC末端側ペプチド（CP），　N末端側ペプチド（NP）およ
び基質ペプチド（SP）の順で良好に分離検出された．基質ペプチドとべーチェ
ット病患者の好中球細胞質画分をインキュベートした試料のHPLCクロマト
グラムをFigure　3－3　Bに示した．　Figure　3－3　Bでは，　C末端側ペプチド
およびN末端側ペプチドは検出されなかった．また基質ペプチドのピークは
そのほとんどが消失していた．細胞には，金属イオン依存性のプロテアーゼが
多く存在することから，次に基質ペプチド消化に対するメタロプロテアーゼイ
ンヒビターであるEDTAの影響について検討を行った．　Figure　3－4　Aに標
品ペプチド混液のクロマトグラムを，Figure　3－4　BにEDTA添加の好中球
細胞質画分と基質ペプチドをインキュベーションして得た試料のクロマトグラ
ムを示した．Figu．re　3－4　Bのピーク番号5と6は，　Figure　3－4　Aのピー
ク1（CP）とピーク2（NP）にそれぞれ一致した．
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　　　　　　　　　　　Trunco七ed　（1c七in
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Met－Vol－Gly－Met－Gly－Gln－Lys－Asp－xxx－Tyr・－Vo1－Gly－Asp－Glu－Alo－Gln－
　　　　　　　　　　　Actin
　　　　　　　　　　　　－Pro－Arg－His－Gln－Gly－Vo1－Met－Vol－Gly－Met－Gly－Gln－Lys－Asp－Ser－Tyr－Vol－Gly－Asp－Glu－A1（】－Gln－
　　　　　　　　　　　residue　＃　　4②　　　　　　　　　　　　　44　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5②
ぽΦ　　　　　　　　　　　　　　　Pro－Arg－His－Gln－Gly－Vo1－Met－Vo1－Gly－Met－Gly－Gln－Lys－Asp　　　　　　　　　　substrαte　of　peptide　（SP）
　　　　　　　　　　　　　Pro－Ar・g－His－Gln－Gly－Vσl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N－termincll　peptide　of　SP　（NP）
　　　　　　　　　　　　　Met－Vo1－Gly－Met－Gly－Gln－Lys－Asp　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（：－terminol　peptide　of　SP　（CP）
Figure　3－2．　N－terminal　Amino　Acid　Sequence　of　the　Tr皿cated　Actin，　Partial　Amino　Acid　Sequence
of　Actin　and　Amino　Acid　Sequences　of　Synthetic　Peptides
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Figure　3－3．　HPLC　Analyses　of　a　Mixtur60f　Standard
　　　　　　　　　　　　Peptides　（A）and　Substrate　Peptide　（SP）
　　　　　　　　　　　　Incubated　with　the　Cytosolic　Fraction　from
　　　　　　　　　　　　Neutrophils　of　Patients　with　Behget，s
　　　　　　　　　　　　Disease（B）
　　　　　　　　　　　　　Peaks　1，2，3and　4　indicate　the　C－terminal　peptide　of　SP
　　　　　　　　　　　　（CP），　the　N－terminal　peptide　of　SP（NP），　SP　and　sulindac
　　　　　　　　　　　　（an　internal　standard），　respectively．
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Figure　3－4．　HPLC　Analyses　of　a　Mixture　of　Standard
　　　　　　　　　　　　Peptides　（A）and　SP　Incubated　with　the
　　　　　　　　　　　　Cytosolic　Fraction　from　Neutrophils　of
　　　　　　　　　　　　Patients　with　Behget’s　Disease　in　the
　　　　　　　　　　　　Presence　of　a　Metalloprotease　Inhibitor，
　　　　　　　　　　　　EDTA（B）
　　　　　　　　　　　　　Peaks　1，2，3and　4　indicate　the　CP，　the　NP，　SP　and
　　　　　　　　　　　　sulindac（an　internal　standard），　respectively．　Peaks　5　and
　　　　　　　　　　　6were　the　CP　and　the　NP，　respectively．
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2．アクチンの断片化に関わるプロテアーゼの同定
　AEBSF（セリンプロテアーゼインヒビター），CMK（PMN一エラスターゼイン
ヒビター），E－64（システインプロテアーゼインヒビター）のプロテアーゼイン
ヒビターを添加した好中球細胞質画分と基質ペプチドをインキュベーションし
て得た試料のクロマトグラムをそれぞれFigure　3－5　A，　B，　Cに示した．これ
らはいずれも基質ペプチド，C末端側ペプチドおよびN末端側ペプチドの分
解を抑制しなかった．次に，メタロプロテアーゼインヒビターであるEDTA存
在下の細胞質画分に他のプロテアーゼインヒビターを添加して検討を行った．
Figure　3－6　Aは標品ペプチド混液のクロマトグラムを示す．Figure　3－6　Bは
EDTA存在下AEBSFを，　Figure　3－6　CはEDTA存在下CMKを細胞質画
分に添加した試料から得られたクロマトグラムを示す．これらFigure　3－6　B，
Cのクロマトグラムには，C末端側ペプチドおよびN末端側ペプチドのピ
ークは見られず，基質ペプチドのピークが見られた．一方，Figure　3－6　Dの
E－64を添加した場合では，C末端側ペプチド，　N末端側ペプチドおよび基
質ペプチドの小さいピークが検出された．次に，PMN一エラスターゼと基質ペ
プチドをインキュベーションした試料のクロマトグラムをFigure　3－7　Bに示
した．セリンプロテアーゼであるPMN一エラスターゼにより基質ペプチドはC
末端側ペプチドとN末端側ペプチドに加水分解された．しかしながら，カテ
プシンーGは基質ペプチドを消化しなかった．
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Figure　3－5．　HPLC　Analyses　of　SP　Incubated　with　the
　　　　　　　　　　Cytosolic　Fraction　from　Neutrophils　of
　　　　　　　　　　Patients　with　Behgetls　Disease　in　the
　　　　　　　　　　Presence　of　a　Protease　Inhibitor，　AEBSF（A），
　　　　　　　　　　CMK（B）or　E－64（C）
　　　　　　　　　　　Peaks　1，2and　3　indicate　AEBSF，　sulindac　and　CMK，
　　　　　　　　　　respectively．
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Figure　3－6．　HPLC　Analyses　of　a　Mixtur60f　Standard
　　　　　　　　　　Peptides　（A）and　SP　Incubated　with　the
　　　　　　　　　　　Cytosolic　Fraction　fどom　Neutrophils　of
　　　　　　　　　　Patients　with　Behget’s　Disease　in　the
　　　　　　　　　　Presence　of　EDTA　and　AEBSF（B），　CMK（C）
　　　　　　　　　　orE－64（D）
　　　　　　　　　　　　Peaks　1，2，3，4，5and　6　indicate　CP，　NP，　SP，　sulindac，
　　　　　　　　　　AEBSF　and　CMK，　respectively．
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Figure　3－7．　HPLC　Analyses　of　a　Mixture　of　Standard
　　　　　　　　　　　　Peptides（A）and　SP　Incubated　with　PMN－
　　　　　　　　　　　　Elastase（B）
　　　　　　　　　　　　　Peaks　1，2，3and　4　indicate　CP，　NP，　SP　an（1　sulindac，
　　　　　　　　　　　　respectively．　Elution　positions　of　peaks　5　and　6　correspond
　　　　　　　　　　　　to　those　of　peaks　l　and　2，　respectively．
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3．PMN一エラスターゼによるアクチンの分解
　ペプチドを基質として使用した実験をより確実なものとするために，PMN一
エラスターゼによるアクチンを基質とした消化産物の分析を，SDS－PAGEで
検討した．断片化アクチンに相当するバンドは，相対分子量38kDa付近に
検出できた（1ane　3　in　Figure　3－8）．このスポットについて，　PVDF膜に転写
しN末端側アミノ酸配列分析を行ったところN末端側アミノ酸配列が
Met－Val－Gly一であり，ベーチェット病患者好中球で検出されたアクチンのN
末端側Met－44から始まる断片化アクチンと一致した．
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Figure　3－8．　SDS－PAGE　Analysis　of　Actin　Cleaved　with
　　　　　　　　　　　　　　PMN－Elastase
　　　　　　　　　　　　　　　Gels　were　Stained　with　CBB．　Molecular　weight　markers
　　　　　　　　　　　　　　（lane　1），　actin（1ane　2），　and　actin　incubated　with　PMN－
　　　　　　　　　　　　　elastase（lan63）．　Anow　indicates　the　truncated　actin　with
　　　　　　　　　　　　　an　N－terminus　of　Met－44．
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第4節　考　察
1．　好中球細胞質画分による基質ペプチドの消化とその消化産物のHPLC分
　　析
　基質ペプチドとべーチェット病患者の好中球細胞質画分をインキュベートし
たクロマトグラム（Figure　3－3）には，　C末端側ペプチドおよびN末端側ペ
プチドが検出できなかった．また基質ペプチドピークもそのほとんどが消失し
ていた．この結果は，ベーチェット病患者の好中球細胞質画分では，いくつか
のプロテアーゼが活性化されて存在し，基質ペプチドを完全に消化した可能性
を示唆した．
　Table　3－1に示すように好中球中の穎粒には，金属イオン依存性のプロテア
ーゼが含まれることから，基質ペプチド消化に対するメタロプロテアーゼイン
ヒビターの影響について検討を行った．金属キレート剤であるEDTA存在下
の好中球細胞質画分と基質ペプチドをインキュベーションした試料から得られ
たクロマトグラム（Figure　3－4）では，　C末端側ペプチドおよびN末端側ペ
プチドが検出されることから，メタロプロテアーゼはこの断片化アクチンの生
成に関与する可能性はなく，さらなる消化に関与することが示唆された．
2．アクチンの断片化に関わるプロテアーゼの同定
　アクチンのN末端側Val－43とMet－44間を分解するプロテアーゼの同
定を目的として基質ペプチドの消化に対する種々プロテアーゼインヒビターの
影響を調べた．前述のFigure　3－3およびFigure　3－4の結果から，細胞質
画分中のメタロプロテアーゼ等が，C末端側ペプチドおよびN末端側ペプチ
ドをさらに分解し，基質ペプチド，C末端側ペプチドおよびN末端側ペプチ
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ドを検出できなくしたものと思われた．そこで，さらに基質ペプチドのValと
Met間の部分限定分解に関するエンドプロテアーゼを検索するために，メタ
ロプロテアーゼインヒビターであるEDTA存在下，細胞質画分に各種プロテ
アーゼインヒビターを添加して検討した（Figure　3－5）．　Figure　3－5　Bと
Figure　3－5　Cのクロマトグラムには，　C末端側ペプチドおよびN末端側ペ
プチドのピークは見られず，基質ペプチドのピークが見られた．すなわち，
EDTA存在下の細胞質画分にAEBSF（セリンプロテアーゼインヒビター）ま
たはCMK（PMN一エラスターゼインヒビター）を添加した場合に基質ペプチ
ドをC末端側ペプチドおよびN末端側ペプチドに分解するプロテアーゼの
作用が抑制されることが明らかとなった．一方，Figure　3－5　DのE－64（シ
ステインプロテアーゼインヒビター）を添加した場合では，C末端側ペプチド，
N末端側ペプチドおよび基質ペプチドの小さいピークが検出された．このこ
とから，システインプロテアーゼインヒビター（E－64）は，基質ペプチドの部
分限定分解を抑制しないことが明らかとなった．これらの結果は，好中球セリ
ンプロテアーゼ，特にPMN一エラスターゼが，基質ペプチドをC末端側ペプ
チド，N末端側ペプチドに分解する可能性があることを示唆した．そこで，
好中球細胞質中に含有されることが知られているセリンプロテアーゼ類のカテ
プシンGとPMN一エラスターゼによる基質ペプチドの分解産物をHPLCに
よって分析した．その結果から，Figure　3－6　Bに示したPMN一エラスターゼ
が，基質ペプチドをC末端側ペプチドおよびN末端側ペプチドに分解する
ことが判明した．しかしながら，カテプシンーGは，基質ペプチドを消化しな
かった．また，ズブチリシン3Dとキモトリプシン32）が，アクチンのN末端
側Met－47とGly－48，　Met－44とVal－45の間をそれぞれ分解することが
知られているので，Figure　3－6　Bのピーク番号5，6のアミノ酸配列を分析
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しC末端側ペプチドおよびN末端側ペプチドの配列と比較した．その結果，
それぞれがC末端側ペプチドおよびN末端側ペプチドのアミノ酸配列に一
致することが明らかとなった．これらの結果から，ベーチェット病患者の好中
球にあるPMN一エラスターゼが，アクチンのN末端側Va1－43とMet－44
の間を切断してこの断片化アクチンを生成する可能性が示唆された．
3．PMN一エラスターゼによるアクチンの分解
　ペプチドを基質として使用した実験をより確実なものとするために，アクチ
ンを基質としたPMN一エラスターゼによる消化産物を，　SDS－PAGEで分析し
た．断片化アクチンに相当するタンパク質スポット（相対分子量約38kDa）
（1ane　3　in　Figure　3－8）のN末端側アミノ酸配列分析の結果，そのN末端
側アミノ酸配列はMet－Val－Gly一であり，ベーチェット病患者好中球で検出
されたアクチンのN末端側Met－44から始まる断片化アクチンと一致する
ことが判明した．したがって，アクチンのN末端側Met－44から始まる断
片化アクチンの生成に関与するプロテアーゼとして，PMN一エラスターゼが部
分限定分解可能なエンドプロテアーゼであると考えられた．
　以上の結果に加え，ベーチェット病患者血漿中PMN一エラスターゼ濃度が
健常人と比較して高かったことから，ベーチェット病患者好中球ではPMN一
エラスターゼが活性化されており，アクチンのN末端側Met－44から始ま
る断片化アクチンが増加しているものと考えられた．また，Degerらの報告
においてもベーチェット病の活動期では血漿中のPMN一エラスターゼ濃度が
高く，ベーチェット病の病状診断にPMN一エラスターゼが有望な生物学的マー
カーであるとしている．46）さらにIshiharaらは，ラット腹腔内マクロファー
ジをPMN一エラスターゼで刺激すると，マクロファージからの好中球を誘引
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するケモカインの産生が増強されることを報告している．47）
　一方，Brownらは好中球がアポトーシスに至る過程で，未知のプロテアー
ゼによるアクチンのN末端側Met－44から始まる断片化アクチンが出現す
ることを報告している．48）また，ズブチリシンとキモトリプシンは，PMN一エ
ラスターゼと異なる位置でアクチンのN末端側を分解してそれぞれ異なる断
片化アクチンを産生するが，これら断片化アクチンは0．1MKCIによる重合
能を失うことが報告されている．31－33）
　これらの知見から，次にベーチェット病の病態理解には，PMN一エラスター
ゼによるβ一アクチン分解産物の好中球機能への影響を検討することが必要と
考えられた．
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第4章　ベーチェット病患者好中球で見出されるアクチンの
　　　　　　部分限定分解産物の機能解析49）
第1節　緒　言
　ベーチェット病の炎症症状は，増悪期と緩解期を繰り返しながら進行してい
くことが知られている．特に増悪期の好中球は，機能元進状態であり，本疾患
の炎症症状に深く関与していると考えられている．第2章では，このべーチ
ェット病患者の基本的病態形成に関与していると考えられている好中球機能の
元進はタンパク質の変化を伴っている可能性があると考えられることから，ベ
ーチェット病患者の好中球において特徴的に発現しているタンパク質を高分解
能2－DEで検索した．その結果，ベーチェット病患者好中球で細胞骨格の主
要成分であり，その生体防御反応の一端である遊走や食食など白血球の動的部
分に深く関与しているβ一アクチンのN末端側42アミノ酸残基（Asp－2か
らVal－43（42－merP））を欠く断片化アクチンが増加していることを明らかに
した．22）さらに第3章では，この断片化アクチンの生成に関わるプロテアー
ゼがPMN一エラスターゼであることを明らかにした．34）PMN一エラスターゼ
は，好中球内のおもにアズール願粒（1次穎粒）中に存在し，貧食した異物の
分解にあたると考えられている．5°・51）アクチンの加水分解については，キモト
リプシン，32）ズブチリシン，31）E．CO1∫由来のプロテアーゼ33）がそれぞれ
PMN一エラスターゼと異なる近傍部位を加水分解することが知られているが，
その加水分解部位はいずれもFigure　4－1に示したアクチン3次構造中のサ
ブドメイン2のループ構造（N末端側残基41－50）上に散在している．52・53）
しかしながら，これらプロテアーゼによるアクチン加水分解の生理学的な意義
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は明らかではない．
　また，PMN一エラスターゼによって生成した断片化アクチンの重合能は，欠
損しているアクチンのN末端側ペプチド（42－merP）部分がG一アクチン分
子とG一アクチン分子の結合（非共有結合）52・53）部位に含まれることから，障
害されている可能性が示唆された．したがって，この断片化アクチンの増加は
好中球機能を障害している可能性が考えられた．一方42－merPは，アクチ
ン機能の制御に関わっているアクチン結合タンパク質に対するアクチン側結合
部位の一つとして報告4巳3）されているN末端側の酸性クラスターを含むこ
とから，この42－merPがアクチンと共存することで競合的にアクチン結合タ
ンパク質によって制御される好中球機能が障害される可能性が考えられた．そ
こで第4章では，ベーチェット病患者血漿中に42－merPがあることを確認
した後，42－merPが好中球の走化性因子に対する運動能（ケモタキシス）と
細胞自体のランダムな運動能（ケモカイネシス）に対して影響するか検討した．
好中球の運動能は，ボイデンチャンバーテクニック54）を改良した96穴マ
イクロケモタキシスチャンバーを用いて検討した．この96穴マイクロケモタ
キシスチャンバーを用いることには，一度にたくさんの試料を同一条件で検討
できることに加え，96穴プレートリーダーによる測定ができる利点がある．
一方，好中球の脱穎粒に対する42－merPの影響はPMN一エラスターゼ放出
を脱穎粒の指標として検討を行った．PMN一エラスターゼ濃度の測定は，ヒト
PMN一エラスターゼ抗体を用いた免疫学的測定法で行った．さらに，断片化ア
クチンについては，超遠心分離法によりその重合能の検討を行った．
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Figure　4－1．　Three－Dimensional　Structure　of　Actin52）
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第2節　材料および方法
1．材　料
　42－merPはβ一アクチンのN末端側Asp－2からVal－43までの42ア
ミノ酸残基のペプチドをSawady社より購入して用いた．　PMN一エラスター
ゼはElastin　Products社より購入して用いた．　interleukin（IL）－8および
N－formy1－methionyl－leucyl－phenylalanine（fMLP）は，　Sigma社から購入
して用いた．その他注釈のない試薬については，HPLCグレードまたは，入
手可能な最上のグレードをSigma社またはナカライテスク社から購入して使
用した．
2．　ヒト好中球の分離
　血液試料は，インフォームドコンセントを得た研究室の健常人ボランティア
から末梢血を得た．好中球は，第2章の方法にしたがい末梢血から得た．
3．HL－60細胞の好中球様細胞への分化誘導
　ヒト前骨髄性白血病細胞（HL－60）は，10％ウシ胎児血清（fetal　bovine
serum（FBS），　Gibco社製），2mM　L－glutamine，100　UI／mL　penicillinお
よび100μ9／mL　streptomycinを含むRPMI1640（ICN社製）を用いて，
37℃，5％CO2条件下で継代培養し，1．25％dimethylsulfoxide（DMSO，
Sigma社製）刺激で5日間培養して好中球様に分化したものを用いた．
4．血漿中42－merPの検出
　インフォームドコンセントを得たべーチェット病患者3例（男性1例，
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女性2例）と健常人3例（男性2例，女性1例）から末梢血を得，採血
後すみやかに，遠心分離（1，500×g，10min，4℃）し血漿を得た．血漿試
料は透析外液（0．1MEDTA，0．1　M　d1－dithiothreitol（DTT）含有3mMリン
酸カリウム緩衝液，pH7．4）に透析膜（限界分子量12，000　kDa，Viskase社製）
を用いて，4℃で24時間透析した，透析後得た外液をECL用ニトロセルロ
ース膜（Amersham社製）にドットプロットした後，1次抗体として第2章
で使用したβ一アクチンのN末端側アミノ酸配列を認識する抗体（Sigma社
製）を用いたイムノアッセイにより42－merPの検出を行った．
5．42－merPの好中球およびHL－60G細胞の運動能に対する影響
　本実験には，健常人ボランティア末梢血より得た好中球または，好中球様に
分化させたHL－60細胞（HL－60G細胞）を用いた．これらの細胞は最終濃
度が0，1，10あるいは100nMとなるように42－merPを添加した1％
BSA（Armour　Pharrnacentical社製）を含むRPMI　1640培養液で，それぞ
れ2×106cells／mLとなるように細胞数を調整された後運動能のアッセイに
用いられた．ヒト好中球またはHL－60細胞の運動能に対する42－merPの
作用を，ボイデンチャンバーテクニック54）を改良した96穴マイクロケモタ
キシスチャンバー（Neuro　Probe社製，　Model　MBB96）を用いて検討した．
初めに，段階希釈した42－merPを含む培養液（0，1，10および100　nM）
をそれぞれ96穴マイクロケモタキシスチャンバー下室の96穴マイクロタ
イタープレートウェルに満たし，メンブランフィルタ（孔径：HL－60G細胞5
μm，好中球3μm）　を装着した．あらかじめガスケットを装着した上室プレ
ー トをその上から固定した．次に細胞を含む42－merP添加培養液　（0，1，
10および100nM）を上室に充填した後，37℃，5％CO2条件下で90分
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間培養した．培養終了後に，上室に残った非遊走細胞はPBSで2回洗浄し
て除いた．さらに，2mM　EDTA／PBSを加え，4℃20分間インキュベート
した後，メンブランフィルタでキャップされたマイクロタイタープレートを遠
心分離（200×g，10min，4℃）した．その後，ウェル内の液を吸引除去し
た．下室のウェルに遊走した細胞は，10％アラマーブルー（大日本製薬社製）
培養液を各ウェルに150μL加えた後，蛍光リーダー（大日本製薬社製，フ
ルオロスキャン）で蛍光強度（励起波長544nm，蛍光波長590　nm）を測定
することによりカウントした．細胞の生存率は，トリパンブルーを用いた色素
排除試験により好中球様に分化したHL－60G細胞を37℃，5％CO2条件
下で，培養液に42－merPを添加した場合と無添加の場合で，それぞれ90分
間と12時間培養して検討した．
6．IL－8およびfMLPによって誘導されるHL－60G細胞の遊走に対する
　　42－nlerPの影響
　10nM　42－merP添加または無添加の1％w／v　BSA含有RPMI　1640培
養液で37℃，20分間インキュベーションした後のHL－60G細胞のIL－8
（25，50，100ng／mL）およびfMLP（1，10および100　nM）によって誘導
されるケモタキシスを前述の96穴マイクロケモタキシスチャンバーを用いて
検討した．走化性因子により遊走した細胞からの蛍光強度と培養液中でのラン
ダムな運動により移行した細胞から得られた蛍光強度の比をケモタキシスイン
デックスとして評価した．
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7．fMLP刺激による好中球からのPMN一エラスターゼ放出に対する42－
　　merPの影響
　好中球を25mM　2－［4－（2－hydroxyethy1）－1－piperazinyl］－ethanesulfonic
acid（HEPES）含有のHank’s平衡塩緩衝液（HEPES／Hank’s緩衝液，　pH
7．4）で細胞数を2×106cells／mLに調整した．この好中球を含む
HEPES／Hank’s緩衝液200μL（4　x　105　cells／tube）に100　nM　42－merPを
加え，37℃で20分間プレインキュベーションした．プレインキュベーショ
ン後100nM　fMLPを加えさらに30分間インキュベーションした．その後，
遠心分離（400×g，5min，4℃）し上清を得た．この上清をPMN一エラス
ターゼ濃度の測定試料とした．PMN一エラスターゼ濃度の測定は，　rapid
homogeneous　immunoactivation　assay（IMAC法）によるテストキット
（Ecoline　PMN－Elastase，　Merk社製）を用いて，抗ヒトPMN一エラスターゼ
抗体のF（ab’）2フラグメントをコートしたラテックス粒子の凝集に伴う濁度
の変化をCobas　Mira（Roche社製）で測定することにより行った．また，同
一試料を3回以上測定しその平均値をPMN一エラスターゼ濃度とした．
8．断片化アクチンの重合能とアクチン重合に対する42－merPの影響
　アクチンは，G一緩衝液（0．2　mM　ATP，0．2　mM　CaCl2，0．2　mM　DTT含有2
mM　Tris－HC1，　pH　7．6）で0．5　mg／mL濃度に調整した．断片化アクチンは，
そのアクチン溶液10μLにPMN一エラスターゼ溶液（1　mg　protein／mL）を
2μL添加して，30℃で1時間インキュベーションし，ユ00mM　CMK（PMN一
エラスターゼのインヒビター）を添加して反応を終了させて調製した．アクチ
ンとアクチンのN末端側Met－44をN末端とする断片化アクチンは，第2
章に記載のSDS－PAGEで検出した．消化反応後，アクチンの重合は，0．2mM
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MgC12を含む0．1　M　KC1溶液を添加し25℃で1時間インキュベーション
することで誘導した．次に，重合したアクチンは超遠心分離（198，000×g，90
min，4℃）した後，沈殿画分のペレットをG一緩衝液でホモジナイズした．
その超遠心分離上清とホモジナイズしたペレットの等量をSDS－PAGEで分
析した．アクチン重合に対する42－merPの影響を検討するため，10μMア
クチン溶液と同量の10μM42－merP溶液を添加した後，前述のアクチン重
合条件でインキュベーションした．アクチン重合化反応後，反応混液を超遠心
分離（198，000×g，90min，4℃）し，分別した超遠心分離上清とホモジナ
イズしたペレットの等量をSDS－PAGEで分析した．
9．統計解析
　実験結果は，平均値および標準偏差で示した．2群間の検定には，Student’s
亡一testまたは，　Welch’s亡一testの検定を用いた．危険率5％以下の場合を
有意差有りと判定した．
第3節　結　果
1．血漿中42－merPの検出
　ベーチェット病患者および健常人の血漿中42－merPは，第2章に記載の
β一アクチンのN末端側アミノ酸配列を認識する抗体を用いたイムノブロッ
ト法で検討した．ベーチェット病患者の血漿中には42－merPが存在すること
が確認された（Figure　4－2　BD，　nニ3）また，健常人血漿でも若干検出された
（Figure　4－2　HV，n＝3）．
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Figure　4－2．　Detection　of　42－merP　in　Plasma　from
　　　　　　　　　　　　　　　Patients　with　Behget’s　Disease
　　　　　　　　　　　　　　　　　The　42－merP　in　plasma　from　patients　with　Behget’s
　　　　　　　　　　　　　　　disease（BD）and　healthy　volunteers（HV）detected　by
　　　　　　　　　　　　　　　immunoblot　analysis　using　an　antibody　to　the　N－
　　　　　　　　　　　　　　　terminus　of　B－actin．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50
2．42－merPの好中球運動能に対する影響
　96穴マイクロケモタキシスチャンバーの上室からメンブランフィルターの
細孔を通って下室へ移行した好中球およびHL－60G細胞の数は，下室の42－
rnerP濃度変化にはほとんど影響されなかった（Figure　4－3およびTable　4－
1）．42－merPを上室および下室の両方に添加した場合では，好中球および
HL－60G細胞の遊走は，42－merP濃度の上昇にしたがって抑制された
（Figure　4－3およびTable　4－1）．細胞の生存率は，実験に用いた濃度の42－
merP添加で影響されなかった．
3．IL－8およびfMLPによって誘導されるHL－60G細胞の遊走に対する
　　42－merPの影響
　走化性因子であるIL－8およびfMLPにより誘導されたHL－60G細胞の
遊走は，HL－60G細胞を10　nM　42－merPを含む培養液で37℃で20分間
プレインキュベーションすることで抑制された（Figure　4－4）．
4．fMLP刺激によるPMN一エラスターゼ放出に対する42－merPの影響
　fMLP刺激による好中球からのPMN一エラスターゼ放出は，100　nM　42－
merPで37℃，20分間プレインキュベーションすることで明らかに抑制さ
れた（Figure　4－5）．
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日Table　4－1．　Ef6ect　of　42－merP　on　Motility　of　HL－60G　Cells
42－merP　added（upper　well）
42－me「P　added　　OnM　　　lnM　　　10nM　　　100　nM
（lower　well）
Fluorescence　intensity
OnM　399．4　±31．6　　364．5　±24．7　　345．9　±49．7　　314．7　±30．9★★
1nM　　385．7　±17．9　　349．7　±33．4　　322．9　±17．3★★　323．8　±17．7★★
10nM　　399．2　±11．6　　340．9　±29．0★　312．8　±43．0★　　294．7　±15．2★★
100nM　　389．5　±23．8　　355．3　±44．3　　321．7　±42．2★　　283．2　±19．1★★
Various　concentrations　of　42－merP（0，1，10and　100　nM）were　added　to　the　upper　and　lower　wells　of
achemotaxis　chamber．　The　upperwells　each　contained　3　x　105　HL－60G　cells，　and　the　lower　wells
contained　no　cells．　All　results　are　expressed　as　means±S．D．．　Statistical　analysis　was　performed　using
Studentls　r－test　forcomparisons　of　two　groups．　Differences　were　considered　significant　ifρvalues
were　O．05★，0．01★★or　less．
（A）250
　　；
　　Φ
12°°⊥
　　の
　　L　　　　　　　　　　　　　　⊥
150
0　　　　1　　　10　　　100　（nM）
（B）500
≧
　　ω　　⊂450
　　Φ
…　⊥
8350
9　　　　⊥　・
三300　　　　　　　　　⊥　　・・
　L
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　⊥
250
0　　　　1　　　10　　　100　（nM）
Figure　4－3．　Ef6ect　of　42－merP　on　Migration　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Neutrophils（A）and　HL，－60G　Cells（B）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　To　examine　whether　42・merP　has　chemotactic　activity，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　various　concentrations　of　42・merP（0，1，10　and　100　nM）were
　　　　　　　　　　　　　　　　　　added　to　the　lower　wells　of　a　chemotaxis　chamber　with
　　　　　　　　　　　　　　　　　　neutrophils　or　HL・60G　cells（一〇一）．　On　the　other　hand，　to
　　　　　　　　　　　　　　　　　　examine　the　effect　of　42－merP　on　chemokinesis　activity　of　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　cells，　various　concentrations　of　42・merP（0，1，10　and　100　nM）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　were　added　to　both　the　upper　wells　with　cells　and　the　lower
　　　　　　　　　　　　　　　　　　wells　without　cells（一●一）．　The　number　of　cells　migrating　to
　　　　　　　　　　　　　　　　　　the　lower　wells　were　measured　by　nuorometric　assay．　All
　　　　　　　　　　　　　　　　　　results　are　expressed　as　means±S．D．　Statistical　analysis　was
　　　　　　　　　　　　　　　　　　perfbrmed　using　Student’s亡一test　fbr　comparisons　of　two
　　　　　　　　　　　　　　　　　　groups．　Dif民rences　were　considered　significant　if　p　values
　　　　　　　　　　　　　　　　　　were　O．05★，0．01★★or　less．
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Figure　4－4．　E鍾ect　of　42－merP　on　Chemokine－lnduced
　　　　　　　　　　　　　　　Chemotaxis　of　HL－60G　Cells
　　　　　　　　　　　　　　　　HL・60G　cells　were　preincubated　with　or　without　10　nM　42・merP
　　　　　　　　　　　　　　　for　20　min　at　37°C　and　then　the　effect　of　42・merP　on　chemotaxis
　　　　　　　　　　　　　　　was　tested　fbr　migrations　induced　by　various　concentrations　of
　　　　　　　　　　　　　　　IL・8（25，50　and　100　ng／mL）（A）or　fMLP（1，10　and　100　nM）（B）．
　　　　　　　　　　　　　　　Chemotactic　activities　were　expressed　as　the　chemotactic　index，
　　　　　　　　　　　　　　　which　was　the　ratio　of　the　nuorescence　intensity　of　cells　that
　　　　　　　　　　　　　　　migrated　in　the　presence　of　IL・80r　fMLP　to　the且uorescence
　　　　　　　　　　　　　　　intensity　of　cells　that　migrated　in　the　absence　of　II．・80r　fMLP
　　　　　　　　　　　　　　　（random　movement）．　All　results　are　expressed　as　means土S．D．
　　　　　　　　　　　　　　　Dif企rences　from　random　movement　were　significant　at　p＜0．05、
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Φ
⑩　A
20 ρ＜0．01
fMLP　　　　－　　　　十　　　　一　　　　十
42－merP　－　　　一　　　十　　　十
Figure　4－5．　Ef6ect　of　42－merP　on　PMN－Elastase　Release
from　Neutrophils
　PMN－elastase　was　assayed　by　IMAC．　All　results　are
expressed　as　means±　S．D．　Statistical　analysis　was
perfbrmed　using　Student’s亡一test　for　comparisons　of　two
groups．　Diffbrence　from　100　nM　fMLP　alone　was
significant　at　p＜0．01．
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5．断片化アクチンの重合能とアクチン重合に対する42－rnerPの影響
　アクチンおよび断片化アクチンの重合能の評価のため用いたアクチンと断片
化アクチンの混液は，アクチン溶液をPMN一エラスターゼ処理することで得
た．アクチンの重合は，0．2mM　MgCl2を含む0．1MKC1溶液中で25℃で1
時間インキュベーションすることで誘導された．アクチンのほとんどは沈殿画
分に検出された（lanes　7　and　8　in　Figure　4－6）．したがって，この実験条件
でアクチンは重合した．一方，混液中の断片化アクチンのほとんどは，超遠心
分離後の上清画分に有ることが明らかとなった（1anes　5　and　6　in　Figure　4－6）、
したがって，この実験条件で断片化アクチンは重合しないと考えられた．また，
データーは示していないがアクチンは42－merPをアクチンの10倍モル濃
度添加した重合条件においても重合した．
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Figure　4－6．　Copolymerization　Study　of　Truncated　Actin
with　Native　Actin
　　Truncated　actin　was　produced　by　treatment　of　actin　with
PMN・elastase．　Detection　of　actin　and　truncated　actin　was
perfbrmed　by　SDS／PAGE　and　staining　with　CBB．1，　molecular
weight　marker　proteins；2，　actin；3and　4，　samples　before
ultracentrifugation；5and　6，　supernatants　of　samples　after
ultracentrifugation；7and　8，　precipitates　of　samples　after
ultra・centrifugation，　Arrow　indicates　the　truncated　actin　with
an　N・terminus　of　Met・44．
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第4節　考　察
1．血漿中42－merPの検出
　ベーチェット病患者の血漿中に42－merPが存在することは，第2章に記
載のβ一アクチンのN末端側アミノ酸配列を認識する抗体を用いたイムノブ
ロット法で確認された（Figure　4－2　BD）．また，健常人血漿でも若干検出され
た（Figure　4－2　HV）．42－merPは，血漿中で，共存する多くのプロテアーゼ
作用を受けてさらに消化されていることが予想された．34）しかしながら，
Figure　4－2に示すとおりベーチェット病患者の血漿中に，42－merPが検出
された．したがって，42－merPは患者好中球の機能に何らかの作用を及ぼし
ている可能性がある．そこで，次に42－merPの好中球機能への影響について
検討を加えた．
2．42－merPの好中球運動能に対する影響
　好中球およびHL－60G細胞の96穴マイクロケモタキシスチャンバーの上
室からメンブランフィルタの細孔を通っての下室への移行は，下室の42－
merP濃度変化にはほとんど影響されなかった（Figure　4－3およびTable　4－
1）．このことから，42－merPには走化性因子としての活性はないと考えられ
た．しかしながら，42－merPを上室および下室の両方に添加した場合には，
好中球およびHL－60G細胞の遊走は，42－merP濃度の上昇にしたがって抑
制された（Figure　4－3およびTable　4－1）．また，細胞の生存率は100　nM
42－merP添加においても影響されなかった．これらのことから，42－merPは
好中球の運動能を抑制すると思われた．さらに，この実験で42－merPは好中
球およびHL－60G細胞の運動能に同様の効果を与えることが示された
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（Figure　4－3　AおよびB）．したがって，以降の実験には主にHL－60G細胞
を用いた．
3．IL－8およびfMLPによって誘導される好中球の遊走に対する42－merP
　　の影響
　Figure　4－3およびTable　4－1に示すように42－merPは，好中球および
HL－60G細胞の運動を抑制した．次に，走化性因子に誘導される運動，すな
わちIL－8（25，50，100　ng／mL）およびfMLP（1，10，100　nM）による
HL－60G細胞のケモタキシスに対する影…響を検討した．　IL－8およびfMLPに
より誘導されるHL－60G細胞の遊走は，細胞を10　nM　42－merPを含む培
養液で37℃で20分間プレインキュベーションすることで抑制された
（Figure　4－4）．このことから，42－rnerPはIL－8またはfMLPのレセプター
55・56）を介した作用よりも，HL－60G細胞自体の基本的な運動能を抑制してい
ると考えられた．
4．fMLP刺激によるPMN一エラスターゼ放出に対する42－merPの影響
　好中球からのPMN一エラスターゼ放出（脱穎粒）に対する42－merPの影
響を検討した．この実験では，100nM　fMLP刺激で脱頼粒を誘導した．　fMLP
刺激によるPMN一エラスターゼ放出は，好中球を100　nM　42－merPを含む
培養液で37℃で20分間プレインキュベーションすることで抑制された
（Figure　4－5）．このことから，42－merPはPMN一エラスターゼの放出を指標
とした脱穎粒に対しても抑制的に働くことが示唆された．
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5．断片化アクチンの重合能とアクチン重合に対する42－rnerPの影響
　アクチンのほとんどは沈殿画分で検出された．このことは，この実験条件で
アクチンが重合したことを示唆する（lanes　7　and　8　in　Figure　4－6）．二方，
混液中の断片化アクチンのほとんどは，超遠心分離後の上清画分に有ることが
明らかとなった．このことは断片化アクチンが，重合能を持たないことを示唆
する（lanes　5　and　6　in　Figure　4－6）．これらの結果は断片化アクチンがアク
チンの重合に影響しないことも示唆する．さらに，この結果はアクチンのN末
端側Gln－41からVal－45までのアミノ酸残基が非共有結合によるG一アク
チンとG一アクチン結合部位52・53）の一部であることを支持するものである．ま
た，42－merPをアクチンの10倍モル濃度で添加した場合にもアクチンの重
合は影響されなかった．
　以上の結果から，42－merPはべーチェット病患者好中球の運動能を抑制す
ると考えられたが，この42－merPによる運動能の抑制効果は，直接アクチ
ン重合を抑制することによるものではないと考えられた．
　炎症症状の活動期にあるベーチェット病患者では，IL－1β，TNF一α，IL－8な
どの炎症性サイトカインを高濃度に含む高サイトカイン血症となっているこ
とが知られており，患者好中球は既にプライミングされた状態となっている
と考えられている．57－59）また，PMN一エラスターゼには，マクロファージおよ
び好中球に対して活性化状態の細胞を増幅させるサイトカイン的な働きのあ
ることが報告されている．47）しかし，本研究結果から，PMN一エラスターゼに
よるβ一アクチンの部分限定分解によって生じる42－merPと断片化アクチ
ンは，好中球機能を抑制する可能性のあることが判明した．したがって，42－
merPと断片化アクチンの増加は，ベーチェット病患者での好中球を主体とす
る炎症症状を終息させる方向へ導くメカニズムである可能性が示唆された．
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ベーチェット病患者における循環血中の好中球での断片化アクチンの増加は，
患者好中球の血管内皮細胞への接着さらには炎症部位への浸潤をおこりにく
くする可能性も考えられた．これらのことは炎症症状の活動期と緩解期の2
相を呈するベーチェット病の病態を反映しているかもしれない．また，ベー
チェット病の主徴7）に見られるような限られた組織への好中球の浸潤に対す
る影響については検討していないが，42－merPは，患者好中球の過剰機能を
局所的にとどめる可能性があると考えられる．
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第5章　総　括
　副作用の少ない治療法を見いだすためには，病気の原因や状態を特異的に反
映する生体内物質を同定することが重要である．しかし，この様な物質の含量
は通常微量であり他の多くの物質の中に隠れてしまうこと，生体内物質の存在
量に個人差があることから，その同定は困難であった．近年，高分解能2－DE装
置と個人差の解析が可能なコンピューターソフトを含む画像解析装置を組み合
わせることにより，患者の組織，細胞，血清等で特異的に発現あるいは，消失
しているタンパク質の同定が可能となった．
　本研究においては，ベーチェット病患者好中球における病因・病態を反映す
るタンパク質の検索を行い，以下の結果を得た．
1．ベーチェット病患者の基本的病態形成に関与していると考えられている好
中球機能の元進は発現タンパク質の変化を伴っている可能性があると考られた
ことから，ベーチェット病患者と健常人とで異なって発現されているタンパク
質を高分解能2－DEで解析した．その結果，健常人とべーチェット病患者で
発現量が明らかに異なる2種のタンパク質スポットを発見した．1つは，等
電点5．2，相対分子量53kDaのタンパク質で，健常人で検出されるが，ベ
ーチェット病患者ではほとんど検出されないものであり，もう一方は，等電点
5．2，相対分子量40kDaのタンパク質で，ベーチェット病患者で顕著に検出
されるが，健常人ではほとんど検出されないものであった．N末端側アミノ
酸配列分析によりこのべーチェット病患者で顕著に検出された相対分子量40
kDaタンパク質は，　N末端側がMet－44で始まる断片化アクチンであるこ
とが明らかとなった．患者好中球における断片化アクチンの存在は，アクチン
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のN末端側アミノ酸配列とC末端側アミノ酸配列をそれぞれ特異的に認識
する2種類の抗体を用いたウエスタンブロット法により確認された．相対分
子量53kDaのタンパク質は，　N末端がブロックされているためそのN末
端側アミノ酸配列を確認することができなかった．患者好中球中でのみ顕著に
断片化アクチンが存在していたことは，ベーチェット病の病態を理解する上で
重要である可能性が考えられた．
2．ベーチェット病患者の好中球では，N末端側がMet－44で始まる等電点
5．2，分子量38kDaの断片化アクチンが検出された．この断片化アクチンは，
好中球が機能元進状態にあるベーチェット病の病因・病態を反映する因子では
ないかと考え，断片化アクチン生成に関わるプロテアーゼの検討を行った．そ
の結果，PMN一エラスターゼがアクチンのN末端側Val－43とMet－44間
を部分限定分解することが明らかとなった．アクチンは細胞の動的な機能に深
く関与していることから断片化アクチン，その生成に関与する好中球エラスタ
ーゼ活性およびアクチンのN末端側ペプチドの役割について検討を加えるこ
とが，ベーチェット病の病因・病態の解明につながる可能性があると考えられ
た．
3．PMN一エラスターゼによるβ一アクチンの消化産物であるN末端側42ア
ミノ酸残基ペプチド（Asp－2からVa1－43（42－merP））とそのC末端側断片
化アクチンの生理的役割の有無を調べるため，ベーチェット病患者血漿中に
42－merPが存在することを確認した後，好中球の運動能に対する42－merP
の影響を調べた．42－merPは走化性因子としての作用はないが，細胞運動を
抑制する作用があることが判明した．また，PMN一エラスターゼ放出を指標と
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する脱穎粒への影響を調べたところ，42－merPは，　fMLPによって誘導され
る脱頼粒を抑制した．一方，断片化アクチンは重合能を持たないことが明らか
となった．
　以上の結果から，ベーチェット病の病因を反映すると考えられるタンパク質
は検出できなかったが，病態を反映する生物学的マーカーとしてPMN一エラス
ターゼが重要であると考えられた．さらに，PMN一エラスターゼによるβ一ア
クチンの部分限定分解によって生じる42－merPと断片化アクチンは，好中
球機能を抑制する方向にあることが判明した．したがって，42－merPと断片
化アクチンの増加が，ベーチェット病患者での好中球を主体とする炎症症状を
終息させる方向へ導くメカニズムである可能性も示唆された．このことは炎症
症状の活動期と緩解期の2相を呈するベーチェット病の病態を反映している
可能性を示唆する．また，42－merPは，患者好中球の過剰機能を局所的にと
どめる可能性も考えられた．
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